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【導入・目的】 
興奮性ニューロンと抑制性ニューロンの相互作用が崩れ生じる神経過興奮や神経細胞間
の過同期。これらはてんかんや神経変性疾患における認知機能障害の基盤と考えられてい
る。アルツハイマー病を含む神経変性疾患の神経病理の変化にも関与しているとされ、中枢
神経系の免疫細胞であるミクログリアが密接に関わっていることが言われている。しかし
実際にミクログリアがどのように神経細胞に変化をもたらしているのかは未知の領域であ
る。ミクログリア関連の研究の多くは疾患モデルを用いて病態と共に評価されている。病態
と切り離し、ミクログリアと神経細胞の相互関係を正常脳において評価する実験系を考案。
ミクログリア単独の変化がもたらす神経への影響を明らかにし、疾患における活性化グリ
アの役割解明につながることを目指し研究を行った。 
【方法 1】 
今回の実験系の標的としたのは Colony-stimulating factor-1 受容体(CSF-1R)である。造
血幹細胞由来のミクログリアに発現している受容体であり、阻害剤と促進剤を使用するこ
とでミクログリア活性を変化させることが可能である。 
野生型 C57BL/6J マウス(正常マウス)に CSF-1R 阻害剤(PLX3397)を用いてミクログリ
ア機能抑制状態とし、GABA(γ-アミノ酪酸)受容体阻害剤である Pentylentetrazole(PTZ)
投与による神経過興奮の有無を二光子顕微鏡で測定した。単回投与において痙攣発症する
ことのない、通称 Subconvulsive dose とされる PTZ 40mg/kg の投与と、高率に痙攣を発症
する 60mg/kg の投与を行った。痙攣の有無を二光子顕微鏡では皮質拡延性抑制(Cortical 
Spreading Depression :CSD)で評価した。 
先行研究で免疫染色におけるミクログリアの形態的消失を示した PLX3397 290mg/kg を
同様に使用したが、当施設では形態的消失を認めなかった。そこで 600mg/kg と高用量にす
ることで免疫染色においてミクログリアが形態的に消退していることを確認した。
Macrophage Colony-stimulating factor(M-CSF)を投与してミクログリア活性状態としたマ
ウスでも同手法により実験を行った。二光子顕微鏡により取得したデータを
MATLAB(MathWorks, MA, USA)で解析した。全てのマウスに測定開始 4 週間前よりアデ
ノ随伴ウイルス(AAV)である Synapsin-GCaMP を皮質注入し、頭蓋窓を介してカルシウム
イメージングによる神経活動、神経細胞間の機能連結を評価した。 
【結果・考察１】 
PLX3397 投与マウスでは低用量(290mg/kg)と高用量(600mg/kg)共に PTZ 60mg/kg の
投与で CSD を生じなかった。免疫染色では高用量群において Iba-1・P2Y12 染色で共に陽
性細胞が消失していたものの、低用量群では正常マウスとほぼ変わらぬ陽性細胞数を示し
ていた。この結果からミクログリアの不活化においてはミクログリアの形態的消失よりも
CSF-1R 阻害による機能抑制が重要な標的であることが示唆された。 
一方、M-CSF 投与マウスでは subconvulsivedose(40g/kg)の PTZ でも優位に CSD が誘
発された。また過興奮に至るまでの時間が、生理食塩水投与の対照マウスに比較して有意に
短縮していた。免疫染色では Iba-1 陽性細胞の変化には乏しかったものの、P2Y12 陽性細
胞は著明に減少を示しており、炎症前段階のミクログリア増加が認められた。 
神経細胞間同期性は PLX 投与群・M-CSF 投与群の両者で上昇を示した。一見すると真逆
の変化を捉えているが、神経細胞全体で評価をすると機能連結強化という結果が共通して
いる。先行研究でミクログリアが抑制性ニューロンのシナプス後膜に蓋をして作用を抑制
し、結果として興奮性ニューロンの作用増強をもたらすという報告がある。この発想を前提
に抑制性ニューロン特異的に神経活動と細胞間連結を評価することとした。 
【方法 2】 
 抑制性ニューロン特異的に発現する AAV である DLX-mCherry と Synapsin-GCaMP を
マウスの皮質に共感染させ、PLX 投与群と M-CSF 投与群でそれぞれ自発の神経活動と神
経細胞間機能連結の評価を行った。 
【結果・考察 2】 
M-CSF 投与群では神経細胞全体での活動低下を認め、特に抑制性ニューロンの神経活動
低下が顕著であった。炎症前段階のミクログリアは抑制性ニューロンに直接的に作用、また
一部のシナプスを阻害していることが示唆された。その結果として興奮性ニューロン同士
の機能連結の上昇が生じると考えられた。Subconvulsive dose の PTZ 投与において M-CSF
投与群で容易に過興奮を生じた結果を解釈する上でも、抑制性ニューロンの機能抑制は理
にかなっている。 
PLX 投与群に関しては現在解析中であり、現時点で確定的な結果を示すことができない。
しかしミクログリア機能が抑制されることで、本来抑制性ニューロンのシナプス結合を阻
害するはずが作用しなくなってしまうとされ、結果として抑制性ニューロンと興奮性ニュ
ーロンの機能結合が強化され、興奮性ニューロンの過剰興奮を引き起こしにくい状態にす
ると考えられる。PLX 投与群での神経細胞の自発活動低下は認めていないことから、ミク
ログリアの作用がないため神経に作用せず活動の減弱は生じないと解釈できる。 
【議論】 
 神経変性疾患、慢性脳虚血、慢性頭部外傷後、てんかんといった各種の病態では発症の機
序はそれぞれ異なっているが、中枢神経系唯一の免疫担当細胞であるミクログリアの変化
は必須である。ミクログリア活性化は病態を引き起こす原因になり得るのか、あくまで病態
進行に伴う結果であるのか、この点について言及されたことはない。今回の研究はミクログ
リア単独の変化で神経細胞の活動や機能連結に変化をもたらすことを示した。特にミクロ
グリアは抑制性ニューロンに特異的に作用することを示唆する現象が得られており、興奮
と抑制の均衡状態を崩しうる存在であることがうかがえる。表現型としては現れない
subclinical な変化の背景にはミクログリアが関与し、興奮性上昇期間の長期化により将来的
に神経炎症の進展や神経病理の変化に至ると見込まれる。ただし今回の研究はあくまでマ
ウスにおける比較的短期間での変化に関して調べた結果であり、ヒトの脳の長期的な変化
に全て関連付けることは難しい。また抑制性ニューロン単独の評価はできても、興奮性ニュ
ーロンと同時に評価をするためには二光子励起では不可能である。同一マウスにおける 2 種
の神経細胞のカルシウムイメージングには三光子励起が必要であり、現状では技術的に困
難となっている。 
 各疾患において CSF-1R を治療標的に設定するという選択肢が期待される。それは抑制
性ニューロンこそが治療標的となり得ることも示唆しており、今後の創薬の目玉となり得
る可能性がある。 
【結論】 
ミクログリア活性の変化による神経活動への直接的な作用が認められた。炎症前段階の
ミクログリアは抑制性ニューロンの機能抑制をもたらし、興奮と抑制の均衡を崩すことで
神経過興奮の原因となる。AAV 皮質注入マウスを用いた二光子顕微鏡による覚醒下での撮
影は、今後もミクログリアを主体とした神経活動評価に有用であると考えられる。将来的に
はミクログリアに発現している CSF-1R、及びミクログリアが作用する抑制性ニューロンが
神経系疾患の治療標的となる可能性がある。 
